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目的：研究 CD4+T 淋巴细胞上 Kv1.3 通道在大鼠 AS 疾病过程中的作用，探讨特
异性阻断 Kv1.3 通道对大鼠 AS 病情的影响以及可能的机制。 
方法：实验动物分为对照组、模型组和药物处理组。模型组给予初始维生素 D3 负
荷量腹腔注射，联合高脂饲料持续喂养（8 周）；药物处理组在模型组的基础上加
用特异性 Kv1.3 通道阻断剂 ShK(L5),10ug/kg/d,皮下注射，持续 8 周。分离大鼠脾
脏淋巴细胞，流式细胞术检测脾脏淋巴细胞中 CD4+T 细胞在总 T 淋巴细胞中所占
的比例。利用免疫磁珠法分选出脾脏中的 CD4+T 细胞：流式细胞术检测其中 CCR7-
的TEM细胞所占比例的变化；提取RNA，实时荧光定量RT-PCR检测各细胞中Kv1.3
通道及细胞因子 IL-2、IL-10 和 IFN-γ 的表达；体外培养 48 小时，MTT 法测定各
组大鼠 CD4+T 细胞在刀豆蛋白 A（ConA）刺激下的增殖能力，ELISA 法检测细胞
培养上清液中细胞因子 IL-2、IL-10、IFN-γ及 TNF-α的浓度。 
结果：1. AS 大鼠脾脏 CD4+T 细胞在总 T 淋巴细胞中所占比例较正常对照组明显
升高(P<0.01），免疫功能明显激活：多种细胞因子 mRNA 的表达水平明显上调
（P<0.01）；在 ConA 的刺激下，AS 大鼠 CD4+ T 细胞增殖能力和炎症因子分泌均
增强（P<0.05）。2. AS 大鼠脾脏 CD4+T 淋巴细胞 Kv1.3 通道及 CCR7-细胞亚群表
达升高（P<0.05）。3. 特异性 Kv1.3 钾离子通道阻断剂 ShK(L5)抑制 AS 大鼠脾脏
淋巴细胞中 CD4+ T 细胞表达的上调及免疫功能的活化使之接近正常（与正常对照
组相比 P>0.05）；ShK(L5)抑制 AS 大鼠增多的 CD4+ T 细胞上 kv1.3 的表达
（P<0.001），使增多的 CCR7-细胞亚群降至正常（与正常对照组相比 P>0.05）。 
结论：AS 大鼠脾脏 CD4+T 细胞增殖活化，且观察到 Kv1.3 表达的增加、TEM 细胞
群增殖；应用特异性 Kv1.3 阻断剂后 CD4+ T 细胞活化被抑制，TEM 亚群增殖受限。
此结果提示阻断 Kv1.3 通道可通过抑制 TEM细胞增殖活化，降低 CD4+ T 细胞免疫
功能，可能是 AS 治疗的一个新靶点。 
















Objective: To investigate the role of voltage-gated potassium channel Kv1.3 of CD4+ T 
lymphocytes in rat’s atherosclerosis, find out whether the selective Kv1.3 blocker  
ShK(L5) can alleviate rats’ atherosclerosis, and to discuss how the selective Kv1.3 
blocker affect the progress of atherosclerosis. 
Methods: Rats were divided into 3 groups: control group, AS group and ShK(L5) 
treated group. AS rat models were given overload VitD3 intraperitoneal injection and 
then fed with high lipid diet for 8 weeks; ShK(L5) was administered once daily (8 
weeks) by subcutaneous injection (10 ug/kg) on the basis of VitD3 overloading and high 
lipid diet. Splenocytes were isolated and the percentage of CD4+ T cell in each group 
were detected by flow cytometry.  CD4+ T cells were separated using immunomagnetic 
microbeads, used in the following experiment: flow cytometry detected the expression 
of CCR7; Real-time RT-PCR examined the qualification of Kv1.3 IL-2、IL-10 and 
IFN-γgene; cultured with ConA for 48h and assessed the cells’ ability to proliferate by 
MTT and  IL-2, IFN-γ, IL-10 and TNF-α in the supernatants were tested by ELISAs.  
Results: 
1. Compared with normal control, spleen CD4+ T cell augmented its population in AS 
rats (P<0.01). And the immune effect of CD4+ T cell is activated: cytokine genes were 
up-regulated（P<0.01）；when stimulated by ConA, CD4+ T cells from AS rats were more 
likely to proliferate and to produce cytokines（P<0.05）. 
2. The Kv1.3 expression and the amount of CCR7- TEM cells increased observably in AS 
Rats’ CD4+ T cell(P<0.05). 
3. Specific Kv1.3 blocker ShK(L5) suppressed the up-regulation of CD4+ T cells, and 
inhibited the immune response of CD4+ T cell in AS rats (P>0.05,compared with normal 
control). Also, ShK(L5) decreased the augmented expression of Kv1.3 in CD4+ T cells 
from AS rats(P<0.001).When treated with ShK(L5), the increased CCR7- TEM cells in 
AS CD4+ T cell lowerd down to the level of normal control (P>0.05).  
Conclusion: CD4+T cells in AS rats is activated. And the expression of Kv1.3 and 
CCR7- TEM cells were increased significantly. Seletive Kv1.3 blockade treatment in AS 
rats can suppress the up-regulation of CCR7-TEM cells, inhibit the immune efficiency of 
CD4+ T cell. We assume Kv1.3 blocker maight be a novel target for AS treatment. 
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(voltage-gated potassium channel ， Kv1.3 通 道 ) 和 钙 离 子 激 活 的 钾 通 道
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（helper T cells，Th 细胞）和CD8+ 细胞毒性T淋巴细胞（cytotoxic T cells ，Tc细





在人类[5,6,7]和apoE- /- 和LDLR- /- 小鼠模型[31]的动脉粥样斑块里CD4+ T淋巴























第一章 AS 大鼠脾脏 CD4+ T 淋巴细胞亚群数量及功能的研究 
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仪器名称 生产厂家 















美国 Beckman 公司 
德国 Eppendorf 公司 
德国 Eppendorf 公司 
日本 Olympus 公司 
宁波新芝生物科技股份有限公司 
美国 Backman 公司  






德国 Sartorius 公司 
美国 Millipore 公司 
美国 Bio-rad iMARK 公司 
1.1.1.3 主要实验试剂 
细胞分选及培养用试剂 
        试剂名称        生产厂家 
EZ-SepTM Mouse 1×淋巴细胞分离液 







美国 R&D Systems 公司 
北京索莱宝科技有限公司 
美国 Gibcol 公司 
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流式细胞术标记抗体 
    试剂名称      生产厂家 
FITC标记抗大鼠CD3抗体 
FITC标记 Mouse IgG3同型抗体 
PE-Cy5标记抗大鼠CD4抗体 
PE-Cy5标记 Mouse IgG2a,κ同型抗体   
美国 eBioscience 公司 
美国 eBioscience 公司 
美国 BD Pharmingen 公司 
美国 BD Pharmingen 公司 
荧光实时定量RT-PCR 











SYBR Green Realtime PCR Master 
Mix-plus 
美国 Invitrogen 公司 




日本 Toyobo 公司 
美国 Invitrogen 公司 
美国 Invitrogen 公司 
美国 Invitrogen 公司 
美国 Invitrogen 公司 
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